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N G Klお よ び NGK 2は ′ マ ウ ス ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞と ラ ッ ト グ リ オ ー マ 細胞と の 雑種細胞 N G lO8-1 5の 相補性
D N Aラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ され た K
+
チ ャ ネ ル 遺伝子 で ある ･ 分類 上 N G Kl ほ S haker関連サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属
し, N G K 2 は S ha w 関連 サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属す る . 両 チ ャ ネ ル 遺伝子 を そ れ ぞれ マ ウ ス 線維芽細胞株 B 82に ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ソ し , K
+ チ ャ ネ ル を安定 して 発現す る形質転換細胞株を樹 立 した ･ こ れ らの 細胞を 用い て 単 一 チ ャ ネ ル 電流 の 測定を行
な い , N G Kl および NGK 2チ ャ ネ ル の 電気生理学的性質を検討 した ･ 両 チ ャ ネ ル は と もに 膜電位依存性 で あ っ た . 単 - チ ャ ネ
ル コ ン ダ ク タ ソ ス は , 細胞外 K+ 濃度を 5･4m M と した細胞接触 パ ッ チ (c elトatta ched patch) に よ る測定か ら, N G Klチ ャ ネ
ル で ほ IIpic o-Sie m e ns(pS), N G K 2チ ャ ネ ル で は 1 8pS で あ っ た (18- 20 ℃). 反転電位(r e vers alpote ntial)は 両 チ ャ ネル が
主 に K
+
に 対 して 選択的な こ とを 示 した ･ 細胞外液の K十 濃 度を10倍変化 させ た 場合の 反転電位 の 変化は , N G K lチ ャ ネ ル で
は 51m V, N G K 2チ ャ ネ ル で は 41m V で あ っ た ･ こ の 結果 は , N G K2チ ャ ネ ル の K+ に 対する 選択性が比較的低い こ と を
意味する ･ N G K lと N G K 2両チ ャ ネ ル は 脱分極刺激 に よ り遅 い 不 活性化 を示 した が , 不 活性化は N G K 2に お い て よ り顕著
で あ っ た ･ チ ャ ネル の 開状態 の 確率ほ , 常 に NGK 2チ ャ ネ ル の 方が N G Klチ ャ ネ ル と 比べ て 低か っ た . ま た , 閑状態 の膜
位闇値 ほ , N G K lチ ャ ネ ル で は - 30m V, N G K 2チ ャ ネ ル で は - 10m V とな り , 両 者 で ほ膜電位 に 対す る感受性 に 相違が認め
られ た ･ 両 チ ャ ネル の 平均開時間は膜電位 に 依存 し, 脱分極に よ っ て 開時間の 延長が み られた . しか し , 両 チ ャ ネ ル の 膜電位
依存性 の 様式に は違い がみ られ た ･ 膜電位が 10- 50m V の 範囲 で の 平均開時間 は , N G K 2チ ャ ネ ル の ほ うが常 に N G Klチ ャ
ネ ル よ り長 か っ た ･ 以上 の ように , 2種類 の K十 チ ャ ネ ル 遺 伝子 産物に お い て , 電気生理 学的性質の 明 確な 相違 が認め られ
た .
Key w ords v oltage -depende nt potassiu m chan n el, fibroblast, tr a nSfection , Slngle chan n el
re c ording
E+ チ ャ ネ ル ほ 細胞膜蛋白の 一 種で あり , 神経や 筋な ど興奮
性細胞を ほ じめ , さま ざまな細胞の 情報伝達 に お い て重要 な役
割 を果たす . これ ま で電気生理学的 に , 膜電位依存性 K+ チ ャ
ネ ル (遅延整流 delayed r ectifier 型 , A 電 流型), 内向き整流
(in w ard re ctifie r) 型 チ ャ ネ ル , A T P感 受性 K+ チ ャ ネ ル ,
Ca
+ 十 依存性 K+ チ ャ ネル お よ びM 電流型 チ ャ ネ ル な どが 認 め
られ て い る'). そ の うち , 膜電位依存性 K+ チ ャ ネ ル ほ よ 脱分極
刺激に よ っ て開き , 選択的に K■十 を 通 して外向き電流を形成す
る ･ 神経系 に お い て , 膜電位依存性 K十 チ ャ ネ ル は静止膜電位
に 関与す る他 ∴活動電位の 波形
2)
, 発生頻度ユ)お よ び発生時点4}な
どを 調節す る . また こ の 種 の チ ャ ネ ル ほ , シ ナ プ ス か らの 神経
伝達物質 の 放出 の 調節 を行な う5). した が っ て 膜 電位依存性
K十 チ ャ ネ ル は , 神経系に お ける情報の コ ー ド化や 統合 に 関与
する と考 え られ て い る8) .
膜電位依存性 K+ チ ャ ネ ル 遺伝子の ク ロ ー ニ ン グは , シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ の A 電流塾チ ャ ネル を コ ー ドする S haker遺伝子 の
同定が 端緒 に な っ た7 卜 10). そ の 後 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で は,
S haker 遺伝 子 と相 同性 は あるが 遺伝子座 の 異 な る 3 つ の遺伝
子 S hab, S hal お よび Sha w が ク ロ ー ニ ン グ され た
W 2)
. そ して
現在 ま で , ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル 3ー), マ ウ ス 14 ト 17), ラ ッ ト18 ト 2
9)およ
び ヒ ト 抑
､ 33)か ら も, 多数の 膜電位依存性 K+ チ ャ ネ ル 遺伝子が
ク ロ ー ニ ン グ され た . 最近 に な り , 脊椎動物の K+ チ ャ ネル 遺
伝子 を , S haker , S hab, S hal お よび S ha w 遺伝子産物の アミ
ノ 酸配列と の 相同性 に 基づ い て , 4 つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー に分類
す る こ と が 提唱され た34).
さま ざま な K+ チ ャ ネ ル 遺伝 子 が ク F! --ニ ソ グされ た結軋
膜電位依存性 K
十
チ ャ ネ ル 遺伝子に ほ 多様性 の ある こと が明ら
か に な っ た . しか し, ア ミ ノ 酸配列か ら推定 され るチ ャ ネルの
高次構造 に ほ , 共通点が あ る . 膜電位依存性 K十 チ ャ ネ ル は疎
水性の 高い 領域 で細胞膜を 6 回貫通す る構造をも つ . 各貫通領
域 ほ α ら せ ん構造を 形成 し , N 末端側か ら S トS 6 と よばれ てい
る . チ ャ ネ ル の N 末端 と C末端 は細胞質側に 存在する . また,
A b bre viation s ニ CD N A, C O mplem entary deo xyribo nu cleic a cid; C TX, Charybdoto xin; D M E M, Dulbecco
m odified Eagle
'
s mediu m ; F B S, fetal bovin e seru m ; - Gohm , giga-Ohm ; kb, kilo-ba se pairs; Mohm ,
m ega - Ohm ; P B S, pho sphate buffered salin e; pS, picoqSie m e ns; T E A, tetra ethyla m m oniu m
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S5 とS6 の 連結部位 ほ H 5ある い ほ S S トS S2 と よばれ , 中等
釘こ疎水性が高く ,
疇 一 部が 膜 内に 入 り 込む 構造 をも つ , K十
チ ャネ ル の Sl か らS 6まで の 構造ほ , 膜電位依存性 Na
+
チ ャ
ネル の α サ ブ ユ ニ ッ トや Ca
廿 チ ャ ネ ル の α 1 サ ブ ユ ニ ッ ト で
みられ る4 つ の 分子内繰 り返 し単位 の 1 つ に 相 当す る . し た
がっ て膜電位依存性 E
+
チ ャ ネ ル ほ 1 4 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら
なると推定 され た . 現在 で ほ , K
+ チ ャ ネ ル は 4 つ の 同種 ま た
は異種の サ ブ ユ ニ ッ ト分子 の 会合に よ っ て 形成 され , そ の 際の
組み合わせ の 違 い が , K
+ チ ャ ネ ル の 多様性 の 原困 の 一 つ に な
りうると考え られ て い る
35 ト 38)
K
+ チ ャ ネル 遺伝 子 の ク ロ ー ニ ン グは . 各種の K+ チ ャ ネ ル
を独立 して , ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル の 卵 母細胞3g)や培養細胞40)41)に
絞能的に 発現させ る こ と を 可能 に した .
また , パ ッ チ ク ラ ン プ 法は l 発現さ れ た チ ャ ネ ル の 機能 を分
子レ ベ ル で 解析す る こ と を可 能に した
42)
.
こ れ ら2 つ の 手 法に
より, K
十 チ ャ ネ ル の 構造と機能 と の 関係の 研究ほ急速 に 進ん
でい る .
筆者の 属する グル ー プ ほ t マ ウ ス ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞
と ラ ッ ト グ リ オ ー マ 細胞 と の 雑 種細胞 N G 108-15の 相 補性
D N A(c o mple m e nta ry D N A, CD N A) ラ イ ブ ラ リ ー か ら2 つ の
K
+




N G Kl は Shaker閑適サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 し, ラ ッ ト の 脳
由来である B K 2と相同 で あり , 同 じく ラ ッ ト の 脳由来 で ある
R CK 5 と相同性が 高い , 一 方 , N G K 2は S ha w 関連サ ブ フ ァ ミ
リ ー に属 し, ラ ッ ト の 脳 由来で ある R K S h Ⅲと 相同 で あ る .
ラ ッ トの 脳由来 で ある Kv4 は , N G K 2 との ス プ ラ イ シ ン グの
違い に よ り生じた K十 チ ャ ネ ル 遺伝子 で ある25).
本研究で は , N G K lお よ び NG K 2 を そ れぞれ マ ウ ス 線維芽
細胞に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し, K十 チ ャ ネ ル を安定 し て 発 現
する形質転換細胞株 を樹 立 した . さ ら に こ れ ら の 細 胞か ら ,
パ ッ チ ク ラ ン プ法に よ り 単 一 チ ャ ネ ル 電流 を 測 定 , 解析 し ,
N G Kl およ び N G K 2チ ャ ネ ル の 電気生理学的性質を検討 した .
SV イ0
0 ri/ea rly pr o 皿 0しO r
材料お よび 方法
1 . 試 薬 類
実験 に 用い た試薬お よ び 酵素 は下記か ら得た . 各種 制限酵
素 , 大腸菌 D N Aポリ メ ラ ー ゼ r Kle n o w断片 , D N Aリ ガ ー
ゼ お よび 大腸菌 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ (宝 酒造, 京都),
ジ ェ ネテ シ ソ (Ge n eticin , G 418) (GIB C O社, Gla nd Isla nd, 米
国), リ ポ フ ェ ク チ ン (Lipofe ctin) (Bethesda Re s ear ch
Labor atories, Gaithe rsberg , 米国). そ の 他の 試 薬 で 特 に 記載
の な い もの は , 和光純薬(大阪) の 製品を用い た .
Ⅱ . 堵裏紙胸
K+ チ ャ ネル 遺伝子 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ を 行な っ た細 胞
は マ ウ ス 線維芽細胞株 B82 である . こ の 細胞を 5%牛胎児血清
(fetal bo vin e se ru m, F B S)(GIB C O社)を含有す る ダル ベ ッ コ
変 法 イ ー グ ル 培 地 (Dulbe c co m odified Eagle
,
s m edium ,
D M E M)(GIB C O社)に て 37 ℃, C O2濃度10%の 環境下で 培養 し
た .
Ⅲ ･ 組み 換え D N Aの 作成お よび培養細胞 へ の トラン ス フ ェ
ク シ ョ ン
1 . 組 み換 え D N Aの 作成
K+ チ ャ ネ ル 遺伝 子 の 哺乳動物細胞発現用 ベ ク タ ー と して
pK N Hn e oを用 い た
44)
.
こ の ベ ク タ ー は pB R322と pB R327 を
骨格に もち , ク ロ ー ニ ン グ部位の 上 流に S V 40の 初期プ ロ モ ー
タ ー , 下流 に ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン の 情報を含む β-グ ロ ビ ン
遺伝子 の 一 部が 挿入 され て い る . ま た , 形質転換細胞を選択で
き るよ う に ネオ マ イ シ ン (G 41 8) 耐性遺伝子 が組み 込ま れ て い
る .
NG Kl 発現用 プ ラ ス ミ ド pK N G Kl を次 の よ う に 作製 した .
PS P N G K1
43) を Sm al で 切 断 し , 断 端 に Hind Ⅲ リ ン カ M
d C A A G C T T G(東洋紡, 大阪) を接続後 , Hind Ⅲ で 消化 した .
こ の 反応産物を 1 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動 に か け , N G Klの
全領域を含む1.8 キロ 塩基対(kilo-base pairs , kb)の 断片を 単離
SV-1 0
0ri/early prom oしO r
Fig･1･ Re coLnbin a nt pla s mids, PK N G Kl(A)a nd pK N G K 2(B)for e xpr e ssion ofthe cIo n ed K+ cha n n elge n esin m o u sefibroblast
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320
した . こ の 断片を , pK N Hne oの H ind Ⅲ部位(大腸菌 ア ル カ リ
フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ処理 済み) に 挿入 し, 順方向に 挿入 さ れ た も
の を pK N G Kl と した( 図1 A).
N G K2 発現用 プ ラ ス ミ ド pK N GK 2の 作 製 で は , ま ず
psp N G K 2
瑚
を PstI お よ び Ba mH I で 切断 し , 1 ･ 6 kb の
D N A断片を 1 %ア ガ ロ ー ス ゲル 電 気泳動 で 単離 した ･ こ の 断
片を pBlu e s cript (Str atage n e, C alifo rnia, 米 国) の PstI/
Ba mH l部位 に 挿 入 し, で きた プ ラ ス ミ ド を pB S N G K 2 と し
た . pB S NGK 2を Ba mH I で切断 し, 断端を 大腸菌 D N A ポ リ
メ ラ ー ゼ Tの Kle n o w断片に よ り平滑化 した 後 , Ec oRV で 切
断 して , 1.6kbの D N A断片を 1 %ア ガ P
- ス ゲル 電気泳動で
単離 した . こ の 断片を Hind Ⅲ で 切断 した pK N Hn e oの 断端を
平滑化 し, さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク
ー ゼ 処理 した もの に 挿
入 した . 順方 向に 挿入 され た もの を pK N G K 2 と した( 囲I B)･
2 . 培養細胞 へ の K
十 チ ャ ネ ル 遺伝子の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
B 82細胞 を 60m m 培養皿 上 で , 表面 の80
- 85%が細胞 に 占め
られ る 程度 ま で 培 養 し , 細胞 を 10m M 燐酸緩衝生理 食塩液
(pho sphate buffer ed saline, P B S)に よ り 2回洗浄乱 血清無添
加の D M E M を 3rnl加 え , トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ 用 の 細胞と し
た . pK N G Kl お よび pK N G K 2 そ れぞ 10J} g を 滅菌蒸留水
50〃1に 溶 解 し, こ れ らを 0.5/ 柑ル 1の リ ポ フ ェ ク チ ン 50〃1
と静か に 混和後 , 室温 に て1 5分間放置 し, D N A- リ ポ フ ェ ク チ
ン 複合体を形成 さ せ た . こ れ ら 2種類 の 複合体溶液 1 00J`l を
用意 した 細胞に そ れ ぞれ加 え , 37 ℃, C O2 濃度10%の 下で 8時
間培養 した . そ の 後 , 無 血清培地を 5% F B S添加 D M E M と
交換 して , さ ら に40時間培養 した . な お , 対照細胞作成の た め
に , CD N A を挿入 して い な い pK N Hn e oの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ソ (S ha m tr a nsfe ctio n) も同時に 行 な っ た ･ ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ソ 後48時間を経過 した 時点か ら , 形質転換細胞 の 選択を開
始 した . 選択 培地 と して , G418 を 最終濃度 700〟g/血 とな る
よ う に 添加 した D M E M を用い た . G41 8存在下で10
- 14 日間
培養 し細胞の コ ロ ニ ー を形成 させ , N G Kl お よ びN G K 2を ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した細胞 か ら そ れ ぞ れ 5 ク ロ ー ン (A 群)
お よ び10ク ロ ー ン (B 群)を 単離 した . 対照細胞か らは 5 ク ロ ー
ン (C群)を 単離 した . こ れ ら の ク ロ ー ン を ホ ー ル セ ル バ ッ チ ク
ラ ン プ法45)(whole-C ellpatch cla mp r e c ording) に よ り ス ク リ ー
ニ ン グ し, A群 で 5 ク ロ ー ン 中3 ク ロ ー ン , B群 で10ク ロ
ー ン
中7 ク ロ ー ン か ら膜電位依存性 の 外向き電流が観察 され た ･ C
群 で は ▲ わ ずか な 外向き電流 しか観察 され な か っ た ･ A お よび
B群 の 陽性 ク ロ ー ン に 対 して は , N G Kl凌)る い は N G K 2の 全
コ ー ド領域を 含む cD NA を プ ロ ー ブ に した ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト
解析を行 な い , 適切な 長さ の 転写産物が生成 され て い る こ と を
確認 した . 対照細胞で ほ , N G Kl お よ び N GK 2の い ずれ の 転写
産物も認め られ なか っ た . 以上 の ス ク リ
ー ニ ン グ に よ り陽性 と
判断 した ク ロ ー ン に 対 して , 単 一 チ ャ ネ ル 解析 を行 な っ た ･ そ
の うち A 群の 陽性 サ ブ ク ロ ー ン C LlO23, お よび B群の 陽性 ク
ロ ー ン C L 301 を典型例 と して ト 結果を 本文に 示 した .
Ⅳ . 電気生 理学的方法
1 . 測定条件
すべ て の 測定ほ , 30m m 培養皿 に 培養 した 細胞を倒立位相差
顕微鏡 (日本光学 , 東京) の ス テ ー ジに の せ , 室温 (1 8
- 20 ℃)
にて 行な っ た . 測定時 に 培地を 0.22FL m フ ィ ル タ
ー (M illipor e
モL Bedfo rd, 米国) に よ り滴過 した HE P E S緩衝 リ ン ゲ ル 液
(H E P E S-buffe red Ringer
'
s s olutio n) (in mM) (NaCl 134, K Ct
5.4, MgS O4 0･85, NaH2P O4 1･1 , CaCl2 1r 8, NaH C O3 5 .
DLglu c o s e5.5, H E P E S l O, pH 7.2) で 置換 した .
2 . 静止膜電位 の 測定
3 M K Clで 満 た し た 微小 ガ ラ ス 電極(Gla ssIB B L)(World
Pre cisio nInstr u m e nts, Ne w Ha v en, 米 国)(10 - 40 Mohm) を培
養細胞 に 刺 入 し , 微 小電位 用 前置増幅器 (D P2 - 16, DIA
M edic alsyste m) に よ り静止 膜電位を測定 した .
3 . パ ッ チ ク ラ ン プ法に よ る単 一 チ ャ ネル 電流の 測定
パ ッ チ ク ラ ン プ法は Ha miltら42)の 方法 に した が っ た . すべて
の 測定ほ細胞接触 パ ッ チ (c elトatta ched patch)に て 行な っ た .
パ
ッ チ 電極作製 は , まず微小電極用 ガ ラ ス 管(Gl.5)(成茂, 東
京) を 2段階垂直プ ラ ー (成茂) に よ り引き, 次 に , 先端付近に
シ ル ポ ッ ト(ダウ コ ー ニ ソ グ社 , 神奈川)を塗布 して被膜を形成
後 , 熱研磨 を行 な っ て 作製 した . 電 極先端 の 直径 は 1 - 2
pr n m, 抵抗は 5-1 0 Mohm だ っ た . 電極 内溶液 は , 通常＼
胸外液 と同 じく H E P E S緩衝 リ ン ゲル 液を 用い た . K
' に 対す
るチ ャ ネ ル の 選択性を調 べ る実験 で ほ , 電 極 内の K Cl濃度を
2.7, 10, 30, 70 お よび 150m M に 変化 させ た ･ 増減 した K Cl
は等 モ ル の NaClに よ り置換 した . した が っ て , 電極内の 1価
イ オ ン 濃度は 常に 一 定 だ っ た . 単 一 チ ャ ネ ル 電流 は微小電流増
幅器 Ax opatch-1 C(Axo nIn str u m e nts 社 , Bu rlinga m e, 米
国) に よ り測定 し た . シ ー ル 抵 抗 は 5LlOgiga-Ohm (Gohm) で
あ っ た ∴ 測定 デ ー タ は パ ル ス コ ー ド モ ジ ュ レ ー タ ー (pulse
c ode m odulator, P C M 50/E S)(ソ ニ ー , 東京) を介 して ビデオ
テ ー プ レ コ ー ダ ー (M a sta cs , Hi-fi)(日立 , 東京)に 記録した46).
4 . デ ー タ 解析
単 一 チ ャ ネ ル 電流 の デ ー タ は 1 k Hz の ロ
ー バ ス フ ィ ル タ
(- 3dB, 24d B/o cta v e) を通 した 後 , 1 2ビ ッ ト の ア ナ ロ グ/デジ
タ ル 変換器(A D X 牒8 E) (カ ノ ー プ ス 電子 , 神 戸) を接続した
パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム (P C-開01 R X) (日本電気, 東
京) に よ っ て 解析 した . コ ン ピ ュ ー タ へ の デ ー タ 取 り込み の 周
波数(s a mpling frequ e n cy) は 5 k Hz ま た ほ 10kHz に した ･
デ ー タ解析用 の ソ フ ト ウ ェ ア は l 島根 医科大学生理学教室の榎
本浩 一 博士 が 開発 した もの を 使用 した . 単 一 チ ャ ネル を流れる
電流量(c urr e nt a mplitude) お よ びチ ャ ネ ル 開状態の 確率ほ , 電
流量 ヒ ス ト グ ラ ム を ガ ウ ス 曲線 で近似 し , 曲線 の 開状態の ピ
ー
ク の 位置お よび ピ ー ク 近傍 で 曲線が 囲む 面積よ り計算した ･ 場
合に よ っ て , 電流量を コ ン ピ ュ ー タ 画面 で 手動 カ ー サ
ー を用い
て 求めた . チ ャ ネ ル 開状態の 確率 は l 脱分極刺激直後か ら約8
秒間の 現象を コ ン ピ ュ ー タ に 取 り込 ん で 計算 した ･ チ ャ ネル の
平均閃時間(m e a nope ntim e) は開時間 ヒ ス ト グラ ム を単
^ 指




静止膜電位は t C LlO23に お い て - 33.1 ±5.9m V (n
= 13),
c L301に お い て - 34.7±9.7m V(n = 13)で あ っ た . 両者に 有意
差は なか っ た (po oled tLte St, p = 0.05)･ 以下の 成績で ほ ･ 細胞
の 静止膜電位 を - 3 0mV と仮定 し, 電位表示 はす べ て 膜電位
(tra n s m e mbra n epote ntial)を 表わ す こ と に した ･
Ⅰ . 単 一 チ ャ ネル電流
一 対照細胞 , つ ま り pK N Hn eoの み を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソし
た細胞か らは ∴膜電位依存性 K+ チ ャ ネ ル は 測定され なか っ た
N GK lお よ び N G K 2チ ャ ネ ル の 単 一 チ ャ ネ ル 解析
頼 =20)･ C L l
O23お よび C L 301の パ ッ チ 膜 で ほ ･ 通常 , 1 つ か
ら3つ の レ
ベ ル の チ ャ ネ ル 電流が観察 され た ･ そ れ ぞれ の レ ベ
ルの電流値は , 最小 レ ベ ル の 電 流値 の 整数倍 で あ っ た ･ した
がっ て , C L lO23 お よ びC L 301に は , そ れ ぞれ で 同
一 タ イ プの
チ ャ ネル が発現 して い る と考え た ･ 図2 A, B に C LlO23 お よび
cL301か ら 記録 した 代表的 な 単
一 チ ャ ネ ル 電 流 を 示 す ･
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N G Kl およ び N G K 2チ ャ ネル ほ とも に 摸電位依存性 に 閃き ,
脱分極が増大す る に した が っ て , 電 流値も増大す る . 図 2 C,
D に 電流値 ヒ ス ト グ ラ ム の 一 例 を示 した . 膜電位 が 10m V の と
き , 閲状態 の ピ ー ク値 は , N G Klで は 0.9 2pA, N G K 2で は
1.70pA となり開状態の 確率は 明らか に N G K lチ ャ ネ ル の 方が
高か っ た .
Ⅲ . 単 一 チ ャ ネ ル コ ン ダ クタ ン ス
N G Klお よ び N G K 2チ ャ ネ ル の 膜電位(V m)と電流値(Ⅰ) と
の 関係を調べ た (図3). 両 チ ャ ネル の Vm-Ⅰ関係は直線 で 近似
で きた . こ れ ほ , 両 チ ャ ネ ル の 単 一 コ ン ダ ク タ ン ス が膜電位 に
非依存的 で ある こ とを 示す . 直線の 傾きか ら求 めた 単 一 コ ン ダ
ク タ ン ス は , NG K lチ ャ ネ ル で ほ 11pic o-Sie m ens (pS),
N G K 2チ ャ ネ ル で は 18pS で あ っ た . ま た . N G K l お よ び
N G K 2チ ャ ネ ル の 反転電位(r evers al pote ntial) は , そ れ ぞれ
-72m V およ び - 64m V で あ っ た . こ れ は , 両 チ ャ ネル が主 に
K+ チ ャ ネ ル を通す こ と を示 す. しか し , 反転電位に 差 が あ る
こ と よ り , 両 者で K
+ の 選択性に 違い が あると考 え られ た .
Nu mber
5 6-3 -2 -1 0 1 2 3 4
Cu rrent(PA)
Fig,2. Ty pic altr aces ofsingle-Cha nnelre cordingin C L 1023
a nd C L301 c ells. A a nd B, Single-Chan n el c urr e nts
r e c orded fr o m C L lO23(A) a nd C L 301(B) at vario u s
tra n s m e mbr a n epote ntials indic ated o n the leftin mV in
c elトattached c o nfigulation. T he re sting m e mbr a n e
pote ntial w as ass u m ed to be - 30m V . T he patch pipette
c ontain ed a physiologic al s olution(134m M NaCl, 5.4 m M
K Cl). T he o utwa rd c ur rentis upw ard. C a nd D, a mplitu-
de histogr a m softhe data show n in A and B, r eSPe Ctiv ely,
at tr a n s rn e mbr a n epote ntial depolarized fr o m
- 30to lO
mV . T he c u rr e nt a mplitudes c alc ulated fr o m the pe ak
PO Sitio nsin C a nd Dar eO.918a nd l.6 97pA, r eSpe Ctiv ely.
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Ⅳ . チ ャ ネル の K十 選択性
N G Kl と N G K 2 との K
+
の 選択性 の 違 い を 明 らか に す るた め
に ∴細胞外液 (電極内溶液)の K
十 濃度と反転電位 と の 関係を調
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Fig.3. Cu rre nトVOltage relatio nships of tw o single N G K l
a nd N G K 2cha n n els. Curr e nts w er e m e as u r ed fr o m 4 to
l Opatche s. Vm de n ote stra n s m e mbr a n epote ntial･ Fiued
(●) a nd ope n ( ○)cir cle s repr es e nt the m e a n u nitary
c u rre nt of C Ll O23NN G Kla nd C L 301-N G K 2cha n n els,
r e spe ctiv eIy. Solid lin es repr es e ntlin e ar r egr e ssio n sfitted
















能 で あり ∴細胞外の K+ 濃度が 増加す るに した が っ て, 反転電
位 ほ正 の 方 向 へ 移動 した . こ の 関係は 両チ ャ ネ ル が 主 に K+ に
対 して 選択性 をも つ こ とを 示 す ･ K+ 濃度を1 0倍変化さ せたと
き の 反転電位 の 変化 ほ , N G K lで は 苧1m V, N G K2 で ほ
41m V で あ っ た . 20 ℃の 条件下で Nern st 方程式か ら推定され
る反転電位 の 変化ほ 58.2m V で あ り , こ の 値や N G Klチ ャネ
ル の 値 と 比較 し て , N G K 2チ ャ ネ ル の 値 は 低 い . こ れ は ,
N G K 2チ ャ ネ ル の K
+ チ ャ ネ ル に 対す る選択性が低い ことを示
唆す る .
Ⅴ . チ ャ ネルの 不活性化過程
チ ャ ネ ル の 不 活性化 , 特 に 数秒間 に わ た っ て起 こ る遅い成分
を見る た め , 長時 間の 脱分極刺激 に よ る チ ャ ネ ル 電流を調べ
た . 図 5に 過 分極(膜電位-60m V)の 状態か ら 90m V の脱分
極 を約 5秒 間 , 2 0秒 間隔 で 加 え た 場合 の , N G Kl およ び
N G K 2の チ ャ ネ ル 電流の ト レ ー ス と , そ の 加算平均に よるチ ャ
ネ ル 電流 の 再構成を 示 す . NG Kl に よ る電流 ほ脱分極刺激の
間, 遅 い 小 さ な減衰 を示 し , 刺激開始4秒後 の 減衰率は40% 程
度だ っ た . 一 方 , N G K 2に よ る 電流 ほ , 遅 い 大きな 減衰を示
し , 刺激 開始 4秒後 の 減衰率 は80%に 達 した . こ の 結果より,
両 チ ャ ネ ル 電流に は , 遅い 不活性化 の 成分が存在す るが , 不活
性化の 程度は , N G K 2チ ャ ネ ル に お い て 著明で あると い える .
Ⅵ . チ ャ ネル の 活性化過程
チ ャ ネ ル 活性化 の 動態を調 べ るた め , 静止膜電位か ら脱分極
刺激 を段階的 に 加 えた とき の チ ャ ネ ル 開状態 の 確率の 変化を求
Fig. 4. Relatio n ships betw e e n e xtr ac e11ular K
+
a nd re v ers al pote ntials for N G Kla nd NGK 2cha n nels■ Re v er sal potenti
als of
N G Kl(A) a nd N G K 2(B) w e replot ted a s afu n ction of e xtr apellular K
･
c o n c e ntr atio n･ Ea ch cir cle r epr es ents the m e
an
r e v e rs alpote ntial deriv ed fro m c u rr ent- V Oltage relatio n ships (n = 3to ll) a nd barsindicate standa rd deviation s･ Solid
lin esare
lin e a r r egre s sio n sfittedto the data points･
N G Kl お よび N G K2チ ャ ネ ル の 単 一 チ ャ ネ ル 解析
めた. 囲6に ･ 膜電位 と刺激直後か ら 8秒間の チ ャ ネ
ル 開状態
の確率との 関係を示す ･ N G K lチ ャ ネ
ル で は ,
- 30m V が開催
となっ て開状態が出現 し, -1 0m V か ら1 0m V の 間で ほ ぼ直線
的に確率が上 昇 し, 10m V を越 え る と 確率 ほ ほ ぼ
一 定 に な っ
た.
一 九 N G K 2チ ャ ネ ル で は ,
- 1 0m V が閲値 とな っ て 開状
麿が出現し, Om V から 20m V の 間で ほ ぼ直線的に 確率が 上昇
し一 20m V を越え る と確率ほ ほ ぼ
一 定に な っ た ･ 両者を 比較す
ると, 常に N G K 2チ ャ ネ ル の 開状態の 確率が N G K lチ ャ ネ ル
と比べ て 低か っ た ･ ま た , チ ャ ネル が 活性化する の に ･ N G K 2
チ ャネル の 方が よ り大きな脱分極を 必 要 と した ･
Ⅶ . チ ャ ネル の平均開時間
チ ャ ネル の 不活性化お よび 閃状態の 確率は , チ ャ ネ ル の 開時
間の分布と関係がある ･ 図 7A-D は膜電位を 20rnV, 40m V に
脱分極した ときの 閃時間 の ヒ ス ト グ ラ ム で ある ･ ヒ ス トグ ラ ム




















Fig･5･ Tim e c o ur s es of in activ atio n of N G Kla nd N G K 2
Cha nnels･ In e ach pa n el(A, N G K l; B, N G K 2), a V Oltage
Step(Top), 8-9 tr ac e s of cha n n elc u rr e nts(M iddle) a nd a n
en se mble a v er age (Botto m) ar e sho w n. Voltage steps
W ere ap plied for5 secfro m - 60m V to 十30m V at 20
Secinter v al.
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両チ ャ ネ ル の 平均開時間ほと もに 膜電位依存性 であり∴峡電位
が高くな る に した が っ て 開時間 ほ延長 した . さ ら に , N GK l
チ ャ ネ ル の 険電位に 対する平均開時間の 分布は , 直線で 近似で
きた が , N G K2 チ ャ ネ ル で ほ , 非直線的関係に な っ た . また ,
開時 間は膜電位 10m V から 60m V の 範囲 で , 常 に N G K 2チ ャ
ネ ル の ほ うが N G Klチ ャ ネル よ り長か っ た . こ れ ら の 結果は ,
両者 の 不 活性化境構 に 相違があ る こ とを 示 唆する .
考 察
2 種顆 の K+ チ ャ ネ ル 遺伝子 N G Kl お よ び N G K 2 は,
N Gl O8,15細胞の CD N Aラ イ ブ ラ リ ー か ら, マ ウス の 脳 由来の
K+ チ ャ ネ ル M B Klの
一 部を プ ロ ー ブ に 用 い て ク ロ ー ニ ン グ さ
れ た
43)
, N GlO8-1 5細胞は マ ウス ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞 妹
N 18 T G-2 と ラ ッ ト グ リ オ ー マ 細胞株 C 6Bu-1 と を セ ソ ダ イ ウ
イ ル ス に よ っ て 融合 さ せ た 雑種細胞で あ り , サ イ ク リ ッ ク
A M Pや プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン El な どで分化 させ る と , さま ざ
ま なイ オ ン 電流を観察できる . そ の う ち , K
+ 電流で ほ ∴遅延整
流 , M 電流 , Ca
+ 十 依存性電流お よ び 一 過性外向き電流 な どが
報告 さ れた
45)47)
. また , NG108-15の 親細胞である ニ ュ ー ロ ブ ラ
ス ト ー マ 細胞 で も膜電位依存性 K+ 電流や Ca+ 十 依存性 K+ 電
流が 確認され た48). したが っ て , N G Klある い ほ N G K 2チ ャ ネ
ル に よ る電流は ! こ れ ま で に 報 告 さ れ た N GlO8-15細胞 や
ニ ュ
ー
ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞の 膜電位依存性 K
+ 電流 の 構成要素
を な すと 考え られ る .
膜電位依存性 K+ チ ャ ネル 遺伝子が次 々 と ク ロ ー ニ ン グ され
た 結果 , チ ャ ネ ル の 電気生理学的諸性質と チ ャ ネ ル 蛋白 の 高次
構造 と の 関連が解明 され つ つ ある . そ こ で , 本実験で 観察 され
た チ ャ ネル の 性 質と チ ャ ネ ル 構造と の 閑適に つ い て 推察する .
単 一 チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス は , N G K lで は 11pS, N G K 2
で は 1 8pS と な り , 両 者で 明 らか な 差 が 認め ら れ た . ま た ,
K十 に 対す る選択性に お い て , N G K 2チ ャ ネ ル は N G K lチ ャ ネ
ル と比 べ て 低い 選択性 を示 した . チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス と
K∵選択性は , イ オ ン の 通過孔の 構造に 規定され る . した が っ
て , K
十
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Fig. 6. Activ atio n kin etics of N GK la nd N G K2cha n n
els･
T he probablites of N G K l(◎) a nd N G K 2(○) chan n els
being ope n at v ario u sdepolariz atio n steps, Vm
de n otes
tra n s m e mbr a n epote ntial･ Curr e nt data wer e s a mpled for
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要 な 問題だ っ た ･ 最 近 に な り , K十 チ ャ ネ ル の 孔構造が H5
(S Sl-S S 2) 領域である こ と が 判 明 し た ･ Ma ckinn onら4g)ほ ,
K
十
チ ャ ネ ル を 遮断す るサ ソ リ 毒シ ャ リ ブ ドト キ シ ソ (charyb-
doto xin ･ C T X) の 結 合部位 に 着 目 して , H 5領域に 対して 部位
指 向性変異誘発 (site-dir e cted m utage n esi) の 実験 を行な っ
た ･ そ の 結 乳 C TX の 結合 に影響を与え るア ミ ノ 酸ほ =5の両
側に 集中 して い た ･ した が っ て , こ の 部分が チ ャ ネ ル 孔の細胞
外側に 位置す る こ と を 示 唆 した ･ さ らに Ye11e n ら50)は , K･
チ ャ ネ ル 遮 断剤テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (tetr a ethyla m m ｡nト
um ･ T E A) を用 い て 同様の 実験を行な っ た ･ そ の 結果, H5両
側の ア ミ ノ 酸を 変異 させ る と , 細胞外側か らの T E Aに 対する
感受性 が変化する 一 九 H 5の 中央付近 の ア ミ ノ 酸を 変異させ
ると , 細胞 質側か らの T E Aに 対する感受性 が変化 した . この
事実ほ , H 5 が細胞膜 を 2 回横切る構造を と る こ と を示改した.
一 九 Hartm a n nら51)は , 単 - チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス と細胞
内外の T E Aに 対す る感受性 が明確 に 異な る 2 つ の K+ チ ャネ
ル D RKl と N G K 2 との キ メ ラ チ ャ ネ ル を解析 した . D R Klの
S 5-S 6連結部を N G K 2の 同部位 と置換 した キ メ ラ チ ャ ネル で
は , 2 つ の 性質 ほ い ずれ も N G K 2チ ャ ネ ル の も の と等しく
な っ た ･ ま た Yo ol ら
52) ほ t S hake rチ ャ ネ ル の H 5領域の部位
指向性変異誘発の 実験を行な い , イ オ ン 選択性が変化する こと
を 報告 した ･ H 5の た だ 1 つ の ア ミ ノ 酸を変異させ る こ と で,
K十 と比 べ て 直径 の 小 さ い Na十 を 排除す る性質 は不 変だ っ た
が , K
十
と 比 べ て 直径の 大きい N H4+ , R b+ に 対する選択性は増
大 した . K+ に 対す る選択性は 不 変だ っ た . 以上 の 結果よ り,
H 5 は K+ チ ャ ネ ル の イ オ ン 通過孔の 内側壁を形成すると考え
られ た .
そ こ で , N G Kl と N G K 2の H5領域を , 他の K十 チ ャ ネル
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Fig･ 7. Ope n-tim e a n alysis of N G Kla nd N G K 2chan nels･
T he ope n-tim ehistogr a m s of N G Kl(A, B)a nd NG K2(C,
D) cha n n els at tr a n s m e mbr a n epote ntial of 20 m V(A, C)
a nd 40rnⅤ (B, D).J Ea ch histogra mis su m of histogra mS
obtained fr o m 4 to 6 e xpe rim e nts. E, Me a nop
e n
tim eTV Oltage r elatio n ships of N G Kl(●) a nd N G K2(0)
Cba n n els.
NG K l お よ び N G K2チ ャ ネ ル の 単 - チ ャ ネ ル 解析
後部の 8 ア ミ ノ 酸 残基 の う ち 5 つ に 相 違 が み ら れ る ･
Hartm a n nら
51)は , S 6の 手前の21残基が チ ャ ネ ル 孔形成 に 関与
すると推定 して お り, これ に した が え は , N G Klチ ャ ネ ル と
NG K2チ ャ ネ ル との コ ン ダ ク タ ソ ス お よ び K
+ 選 択性 の 違 い
は▲ S6 の 手前の 数ア ミ ノ 酸残基が関与 して い る可 能性 がある .
N GK lチ ャ ネ ル と N G K 2チ ャ ネ ル と で は , 活性化 の 膜電位
開催に差が み られ , チ ャ ネ ル が 開状態 を と る ため に は , N G K2




Ca十 十 お よび K
十 チ ャ ネル に は共 通 した S4領域 がある .
S4は , 正電荷を帯 びた ア ル ギ ニ ン や リ ジ ン 残基 が 3 つ お きに
6から7 回出現す る特徴的 な構造 を し て お り , 電 圧感知部位
(VOltage se n s or) と い わ れて い た
53)
. Papa zia n ら
54)は , S haker
B チ ャ ネル の S4の 7 つ の 正 電荷 ア ミ ノ 酸残基を , 電気的に 中
性なア ミ ノ 酸残基や 正 電荷をも つ 他の ア ミ ノ 酸残基 と1 つ ず つ
置換して , S4の 機能を 検討 した . そ の 結果 , 1)S4 の 7つ の
正電荷ア ミ ノ酸残基の う ち特定 の もの が , 膜 電位依存性に 関与
する こと 2) チ ャ ネル の 活性化 は正 電荷 ア ミ ノ 酸 と膜内の 電場
との 関係だけ で は説明 で きな い こ と 3) S 4以外 の 正 電荷 ア ミ
ノ 酸残基も膜電位依存性 に 関与す る こ と な どを 指摘 した . ま
た, Lim a nら
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Fig18･ A min o a cids equ e n ce alignm e nt of H 5(A), S 4(B)
and S 6(C) regio n s of v ario u s v oltage-depe nde nt K
+
Chann elprotein s･ A da sh r epre s e nts the sa m e amin o a cid
asthe top. A b br eviatio n sfor the a min o acidr e sidue s
are :A, alanin e; C, CyStein e; D, aSpartic a cid;E, glutamic
acid; F, Phenylalanin e; G, glycin e; H, histidin e; Ⅰ,
isole u cine; K, lysin e; L, le u cine; M , m ethio nin e; P,
prolin e; G, glutamin e; R, arginin e; S, S erin e; T, thr e o niq
ne;Ⅴ･ V alin e; W , try ptOpha n; Y, tyr O Sin e.
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S4内の 正 電荷 ア ミ ノ 酸残基 が ゲ ー ト電流に 関与す る こ と を 定
量的に 証 明 した . か れ らも , S 4内の 特定の ア ル ギ ニ ソ 残基が
チ ャ ネ ル の ゲ ー ト機構に重要な こ とを 明らか に した . N G Klと
N G K 2の S 4の ア ミ ノ 酸配列を , 他 の K+ チ ャ ネ ル と ともに 比
較 して み ると (図8B), N G Kl で7番目 に 出現する正 電荷 ア ミ
ノ 酸リ ジ ン 残基が N G K 2で は バ リ ソ 残基に な っ て い る . 両 者
の 電荷ア ミ ノ 酸の 遠 い は こ の 一 点だ けで ある が , 同 じ位置で は
S hab, Shal お よ び S ha w で も正 電荷 に な っ て い ない . と こ ろ
が , S hab お よ び S halチ ャ ネ ル の 活性化開催は Shakerチ ャ ネ
ル とほ ぼ 等 しく 王 S ha w チ ャ ネ ル で は む し ろ低い と報告され て
い る12). したが っ て , N G Kl と N G K 2両 チ ャ ネ ル 間の 活性化閥
値 の 相違 を , S 4の 正 電荷ア ミ ノ 酸の 違 い で 説 明す る こ と は で
き ない と 考え る . な お , S4の 配列で 特徴的な の は N G K 2に 関
連 の あ る S ha w で あり , S4内で正 電荷ア ミ ノ 酸の 繰 り返 しが
4 回 しか なく , さ らに , 通常 ア ル ギ ニ ソ 残基が出現する 1番目
の 位置に 負電荷をも つ グ ル タ ミ ン 酸残基がある . S ha w チ ャ ネ
ル の 電流の 特徴は , 活性化開催が Shaker, S hab お よ び S hal
チ ャ ネル よ り低く - 70m V か ら - 80m V で あり , ま た定常的
不 活性化 (ste ady-State in a ctiv ation) が み られ な い こ と で あ
る-2). こ の 性質 ほ , チ ャ ネ ル 構造の 閉状態に お ける 安定性 と い
う 点か らみ る と , S ba w ほ 閉状態が不 安定 であ り, 開状態に な
る と構造的に 安定す ると い え る . 一 方 , 活性化闇値が比 較的高
く , 明 らか な不 活性化を示 す N GK2 チ ャ ネ ル は 一 間状態 ほ安定
だ が , 閑状態に な ると 構造が 不安定に な ると 考え られ る .
チ ャ ネ ル の 不 活 性過程 を検討 し た 結果 , N G Klお よ び
NG
●
K2 チ ャ ネ ル に は数秒間で 起 こ る 遅い 不 活性化が み られ た
が , 経時的に み た 場合の 電流 の 減衰は , N G K2チ ャ ネ ル の 方が
顕著だ っ た . これ は , チ ャ ネル の 不 活性化 に 関与す る構造が ,
両 者の 間で 異な る こ とを示 唆する . N G Klチ ャ ネ ル と 関連の あ
る S hakerチ ャ ネ ル に ほ , 不 活性化過程 に 2 つ の 成分が ある .
1 つ ほ数 ミ リ 秒間で 起 こ る速い 成分 で あり , もう 1 つ ほ 数秒間
観察され る遅い 成分 で ある . Hoshiら56)ほ , Shaker B チ ャ ネ ル
の N 末端 の 最初の19個の ア ミ ノ酸 の 欠失や変異に よ り , 速い 不
活性化が阻害 され る こ と を示 した . ま た , こ の1 9個 の ア ミ ノ 酸
に 続く 領域 を長くすると 不活性化 が遷延 し, 短く すると 不 活性
化が加速 した . さ らに Zagotta ら57)は , こ の N末端の ア ミ ノ 酸
配列と 同 じ ペ プチ ドを , N末端の 欠失 した S haker B チ ャ ネ ル
の 細胞質側 に 作用 さ せ ると , 速い 不 括性化が 回復する こ と を 確
認 した . これ らの 実験事実ほ 】 Ar m str o ng ら
5且) の 提唱 した ボ ー
ル と 鎖 モ デ ル (ba1 and chain m odeI) に 適合 した . つ ま り ,
チ ャ ネ ル に つ なが っ たN 末端の ボ ー ル 構造が チ ャ ネ ル の 孔を 細
胞質側か ら塞 ぐこ と で , 急速 な 不 活性化が起 こ る と 考 え られ
た . そ の 後 , Is ac off ら
59)ほ , ボ ー ル 構造 を受けと め る受容体構
造 が S 4と S5と の 間(S4-S5lo op) に ある こ とを 示 唆 した . こ
の 部分ほ チ ャ ネ ル 孔に 近接 し, 不 活性化だ け で なく チ ャ ネ ル コ
ン ダ ク タ ン ス に も関与する と考え られ た . N G Kl と N G K 2の
N末端領域に は , S hakerB の ボ ー ル に 相当するよ う な,ア ミ ノ
酸配列ほ み られ な い . また , 両 チ ャ ネ ル に ほ A 電流 の よ うな速
い 不 活性化は ない . こ の 事実ほ ボ ー ル と鎖 モ デ ル に 矛盾するも
の で はな い .
不 活性化の 遅 い 成分ほN 末端を排除 しても保存され る . した
が っ て , こ の 成分に は N末端以外の 構造が関与する と予想され
た . Hoshiら
80)は , Shaker B チ ャ ネ ル で み られ る遅い 不 活性化
に S 6 が関与す る こ と を報告 した . こ こ で N G Kl. N G K 2, 遅い
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不活性化の な い S hakerA およ び遅 い 不 活性化の ある S haker
B の S6の ア ミ ノ 酸配列を比較する と (囲8C), S haker A と
S hakerB とで は , 2 つ ア ミ ノ 酸残基(S h A: V V, S h B= AI)が
異な る . Ho shi らほ部位指向性変異誘発の 実験 か ら , これ ら 2
っ の ア ミ ノ 酸残基 の うち S hakerB の ア ラ ニ ソ 残基が 遅い 不 活
性化に 関与す る こ と を 明 らか した . N G Klと S hakerB の S6
構造ほ相同 で あり , N G Klチ ャ ネ ル の 遅 い 不 活性化ほ Shaker
B チ ャ ネ ル と同 じ機構で起 こ る可 能性が高 い . N G K2 に お い て
は , N G Kl と比較す ると 4 ケ 所 の ア ミ ノ 酸残塞が 異な っ て い
る . こ れ らの 違い が , 両 チ ャ ネ ル の 不活性化の 違い の 原困に な
るか ほ , 今 の と こ ろ不 明で ある . Va nDo nge n ら
印 ほ , S hab 関
連チ ャ ネ ル D R K lの C 末端を欠失 させ る と 遅 い 不 活性化 が変
化する こ と を観察 した , こ れ は 一 E
十 チ ャ ネ ル に よ っ て ほ よ 不 活
性化に S 6以外 の 構造も関与す る こ とを 示唆す る ･ C末端 に 注
目す ると , N G K 2. S ha w お よび Kv4 な ど S ha w 関連 サ ブ フ ァ
ミ リ ー に 属する K
+
チ ャ ネ ル で ほ , S 6に 近い 位 置で 正電荷 ア ミ
ノ酸残基が 5 つ 連続する特徴的配列が認め られ る
62)
･ そ の 機 能
的意義ほ 不 明だ が , 不 活性化と の 関連 に 興味がもた れ る ･ こ の
間題 を含め K
+ チ ャ ネ ル の 構造 と畿能 と の 関連を さ らに 解明 す
るに は l 部位指向性変異誘発や キ メ ラ チ ャ ネ ル な どの 実験が必
要と 考え る . また 一 今後の 課題 と して , 分子 レ ベ ル で 解明 され
た K+ チ ャ ネ ル が , 実際の 生体内で い か な る意義を有す るか を




チ ャ ネル 遺伝 子 N G Kl と N G K2 を , マ ウ ス 線
維芽細胞株 B 82に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し, そ れ ぞれ の 遺伝 子
産物を安定 に 発現す る変異細胞株を樹立 した , こ れ らの 細胞を
用 い て , N G K l お よ び N GK 2チ ャ ネル の 単
一 チ ャ ネ ル 電流 を
測定 し , 以下 の 結論を 得た .
1 . 単 一 チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ソ ス は , 細胞外液 と電極内 の
K
+ 濃度 を 5.4m M と し た 細胞接触 パ ッ チ に お い て , N G Kl
チ ャ ネ ル で ほ 11pS, N G K 2チ ャ ネ ル で は 1 8pS であ っ た ･
2 . N G K 2チ ャ ネル の K
十 選択性は , N G K lチ ャ ネ ル と比 べ
て 低か っ た .
3 . 数秒間 に わ た る脱分極刺激に よ っ て , 両 チ ャ ネ ル ほ 共に
遅い 不 活性化 を示 した . こ の 不 活性化ほ N G K2チ ャ ネ ル に お
い て 顕著で あ っ た .
4 . チ ャ ネル 活性化の 膜電位開催は , N G K 2チ ャ ネ ル の 方が
N G Klチ ャ ネ ル よ り高か っ た . ま た チ ャ ネ ル 開状態 の 確率は ,
常 に N G K2 チ ャ ネ ル の 方 が N G Klチ ャ ネ ル よ り低か っ た ･
5 . 両 チ ャ ネ ル の 平均閃時間ほ膜電位 に 依存 した . しか し,
膜電位依存性 の 様式に は両 者で 相違が認 め られ た ･ N G K 2チ ャ
ネ ル の 平均開時間は N G Kl チ ャ ネ ル よ り長か っ た .
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